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　　[摘要 ]　目的 :经琥珀酸间隔臂将胆甾醇连接到普鲁兰分子链上 ,对普鲁兰多糖进行疏水改性 ,获得不
同取代度的胆甾醇基 2普鲁兰 ( cholesterol2modified pullulan, CHSP)改性材料 ,并研究 CHSP材料在水中的自
组装性质。方法 :利用 12乙基 2(32二甲基氨基丙基 )碳酰二亚胺盐酸盐 ( EDC)和 42二甲氨基吡啶 (DMAP)催
化琥珀酰胆甾醇 ( cholesterol succinate, CHS)与普鲁兰多糖反应 ,将琥珀酰胆甾醇接枝在普鲁兰分子链的羟
基上 ,得到疏水改性的普鲁兰多糖衍生物。应用傅立叶红外光谱仪 ( Fourier transform infrared spectroscopy,
FT2IR) ,核磁共振仪 (p roton nuclear magnetic resonance, 1 H2NMR )对产物进行表征。利用透析法制备自组装
纳米球。通过透射电镜 ( transm ission electron m icroscopy, TEM ) ,动态激光粒度分析仪 ( dynam ic laser light
scattering, DLS)表征了纳米粒的形态和粒径。以芘为荧光探针 ,通过荧光检测分析 ,测定 CHSP的临界胶束
浓度 ( critical m icellar concentration, CMC)。结果 :通过 FT2IR , 1 H2NMR确证 ,合成了胆甾醇接枝普鲁兰多糖
材料。制备材料在水溶液中能够自组装成纳米粒。结论 :利用 EDC和 DMAP催化能够有效合成胆甾醇基 2
普鲁兰多糖改性材料 ,此制备方法简单且易于操作。改性材料在水中有效自组装成纳米粒 ,制备球形 CHSP
纳米粒有望成为疏水性药物载体。
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[ Abstract] 　O bjective: To synthesize cholesterol2modified pullulan ( CHSP) conjugates and to p reparate
self2assembled nanoparticles. M ethods: The cholesterol2modified pullulan (CHSP) was p repared by the reaction of
pullulan and cholesterol succinate (CHS) in DMSO , using EDC and DMAP as catalysts. The polymer structure was
confirmed by the Fourier transform infrared spectroscopy ( FT2IR ) and p roton nuclear magnetic resonance (1 H2
NMR). The self2assembled nanoparticles were analyzed by transm ission electron m icroscopy ( TEM ) , dynam ic la2
ser light scattering (DLS) and fluorescence spectroscopy. CHSP conjugates were amphiphilic in nature; their self2
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aggregation behavior in aqueous media was evaluated by the fluorescence p robe technique. Results: The polymer
was confirmed by FT2IR and 1 H2NMR. The self2aggregated nanoparticle was a hydrophobic drug structure carrier.
Conclusion: The cholesterol2modified pullulan ( CHSP) conjugates with different degrees of substitution (DS)
have been successfully synthesized with pullulan and cholesterol succinate catalyzed by EDC /DMAP. The method is
simp le and easy to operate. The nanoparticle may be an excellent hydrophobic drug carrier.





糖 [ 1 ] ,结构式见图 1。它是无色、无味无臭的高分子物
质 ,具有无毒、安全、耐热、耐盐、耐酸碱、黏度低、可塑性
强、成膜性好等特点。在农产品、海产品保鲜、食品加












并能有效包载氯硝西泮 ,达到缓慢释放的目的 [ 4 ] 。
这与我们报道系列疏水改性多糖载药性质是一致
的 [ 5 - 6 ] 。而通过己二异氰酸酯将胆甾醇基连接到
普鲁兰分子链上 ,可获得自组装凝胶纳米粒 ,相关







臂 ,在 EDC /DMAP催化下 ,将胆甾醇接枝到普鲁
兰多糖上 ,获得不同取代度的琥珀酰胆甾醇改性






透射电镜 ( JEM 2100CX Ⅱ, 日本 ) ; 探头超声
(UH 500A , AUTOMATIC SC IENCE INSTRUMENT
CO. LTD) ;冷冻干燥机 (LABCONCO,美国 ) ;核磁
共振仪 (VAR INA INOVA 500MHz,美国 ) ;傅立叶变
换红外光谱仪 ( FTS 3000, B IO2RAD,美国 ) ;荧光分
光光度计 ( F24500,日本 ) ;动态激光粒度分析仪 (B I2
90US,日本 )。
普鲁兰 (北京梅尔森医药技术开发有限公司 ,
Mw = 180 ×103 ) ; 12乙基 2(32二甲基氨基丙基 )碳酰
二亚胺盐酸盐 ( 12( 32D imethylam inop ropyl) 232ethyl2
carbodiim ide hydrochloride,简写“EDC”,上海共价化
学科技有限公司 ) ; 42二甲氨基吡啶 ( 42D imethyl2
am inopyridine,简写“DMAP”, A ldrich公司 ) ;胆甾醇
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(分析纯 ,北京鼎国生物技术有限责任公司 ) ;琥珀
酸酐 (分析纯 ,天津市福晨化学试剂厂 ) ;透析袋
(Mw 8000212000,美国 ) ,其余试剂均为分析纯 ,由
天津大学科威公司提供。
2　胆甾醇基 2普鲁兰 ( CHSP)的合成
2. 1　合成路线 　CHSP的合成路线见图 2。
图 2　合成 CHSP的方法
2. 2　合成方法 　胆甾醇 2. 5 g (6. 5 mmol)和琥珀酸
酐 2. 0 g(20 mmol)溶解于 20 mL除水吡啶中 ,室温
反应 48 h后停止反应 ,反应液滴入 pH = 1～2的冰
盐酸溶液中 ,析出白色絮状沉淀。冷藏过夜 ,抽滤 ,
收集沉淀。沉淀用蒸馏水洗至 pH > 5,于乙酸乙酯 /
乙醇中重结晶 , 80 ℃下干燥 ,得白色针状琥珀酰胆
甾醇 (CHS)纯品 2. 0 g。
取普鲁兰样品 0. 5 g溶解于 15 mL除水的二甲
基亚砜中 ,备用 ;取一定量的琥珀酰胆甾醇 (CHS)、
42二甲氨基吡啶 ( DMAP /CHS = 1, mmol/mmol)、
( EDC /CHS = 1. 2, mmol/mmol) ,溶解于 10 mL 的
DMSO中 ,室温搅拌 ,反应活化 1 h,将活化反应液滴
入普鲁兰溶液中 ,反应 48 h,停止反应。将反应液滴
入 200 mL无水乙醇中 ,析出白色沉淀 ,抽滤 ,分别用
适量的乙醇、四氢呋喃和乙醚洗涤产物 , 80 ℃下干
燥 ,备用。
3　红外光谱分析




采用 VAR INA INOVA 500 MHz型核磁共振仪测
定接枝产物的核磁共振图谱 ,以 DMSO2D6 为溶剂。
5　自组装纳米球的制备
透析法制备 CHSP自聚集凝胶纳米粒 :取接枝
材料 CHSP 20 mg,加入 1 mL 的 DMSO 溶剂溶解。
溶液转入透析袋 ,放入 3 L蒸馏水中 ,每隔 8 h换水 ,
透析 48 h,将 DMSO 透析干净。透析完毕 ,定容 ,
100 W功率超声 10 s,用 0. 45μm微孔滤膜过滤。铜
网制样 , 2%磷钨酸染色 , TEM观察形态。DLS测定
样品粒径大小。
6　临界胶束浓度 ( CM C)的测定
超声分散法制备 CHSP自聚集凝胶纳米粒 :精
密称取 CHSP材料加入适量蒸馏水 ,于 37 ℃, 50
r·m in - 1的空气震荡器中震荡 24～48 h。将溶胀的
CHSP溶液进行超声处理 (输出功率为 100 W ,为防
止样品溶液生热采用间歇脉冲工作方式 :脉冲宽度
为 2. 0 s,间歇时间为 2. 0 s) ,重复操作至获得均一
分散液 ,在容量瓶中定容 ,测其临界胶束 ( CMC )
浓度。
取 10 mL量瓶 ,加入适当浓度的芘的甲醇溶液 ,
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氮气吹干。分别加入一定浓度的 CHSP溶液 ,使芘
最终浓度定为 3 ×10 - 6 mol·L - 1。超声 40 m in后转
移至 37 ℃水浴振荡 1 h。取样测定 ,在激发波长 334
nm处 , 350～450 nm范围扫描 ,得到荧光发射光谱。
记录 372和 383 nm处的荧光吸收强度 I372和 I383 ,以
I372 / I383对浓度 C (mg·mL






图 3　普鲁兰 ( a)、CHSP ( b)、胆甾醇 ( c)
和 CHS( d)的红外图谱
从图 3可以看出 ,胆甾醇琥珀酰化后 ,在 3 380
cm
- 1附近 2OH伸缩振动吸收峰完全消失 ,这说明胆
甾醇上的 32OH琥珀酰酯化完全。与胆甾醇相比 ,




普鲁兰多糖含有多个羟基 ,所以其在 3 400
cm
- 1附近有较强的 2OH 伸缩振动吸收峰。由于
CHS投料量为普鲁兰 62羟基总量的 0. 1～0. 2 (物质
的量比 ) , CHSP依旧有大量羟基存在 ,故其 3 400
cm - 1附近依旧显示较强的 2OH 伸缩振动吸收峰。
CHSP在 1 733 cm - 1附近处出现一个明显的酯羰基





2. 1　核磁共振图谱 　普鲁兰和 CHSP的核磁共振
图谱见图 4。
图 4　普鲁兰 ( a)和 CHSP ( b)的核磁共振图谱
2. 2　琥珀酰胆甾醇 ( CHS)合成 　白色针晶 , mp:
179～180 ℃, 1 H NMR (加 TMS的 CDCl3 做核磁溶
剂 , ppm) : 0. 67 (3H, s, 182H3 ) , 0. 8～2. 4 (28H, l2H2 ,
22H2 , 42H2 , 72H2 , 82H1 , 92H1 , 112H2 , 122H2 , 142H1 ,
152H2 , 162H2 , 172H1 , 202H1 , 222H2 , 232H2 , 242H2 ,
252H1 ) , 0. 86 ( 6H, d, J = 9 Hz, 262H3 , 272H3 ) , 0. 91
(3H, d, J = 7 Hz, 212H3 ) , 1. 02 ( 3H, s, 192H3 ) , 2. 60
(2H, m, COCH2 ) , 2. 68 (2H, m, CH2 CO ) , 4. 63 ( lH ,
m, 32H1 ) , 5. 37 ( lH, m , 62H1 )。
2. 3　琥珀酰胆甾醇接枝普鲁兰 ( CHSP)合成 　普
鲁兰的 1 H NMR (加 TMS的 DMSO2d6 做核磁溶剂 ,
ppm) : 0. 60～2. 40 (胆甾醇骨架上的氢 ) ,糖单元上氢
依次为 : 2. 60～4. 60 (2H, 3H, 4H, 5H, 6H ) , 4. 60 ( lH
α(1 - 6) ) , 5. 05 ( lH α(1 - 4) ) , 4. 60 ～5. 40 (2OH ) ; 而
CHSP的 1 H NMR (加 TMS的 DMSO2d6 做核磁溶剂 ,
ppm) :与普鲁兰相比 ,出现新的核磁峰 0. 40～2. 40
(胆甾醇骨架上的氢 ) , 2. 53 (2个亚甲基 , 2OCH2 CH2O2)
ppm。从图 4中可以看出 ,普鲁兰多糖的图谱中 ,
δ4. 60 ( lHα (1 - 6) ) 与 δ5. 05 ( lHα (1 - 4) ) 易于分辨
[ 10 ]。CHSP
图谱中 δ2. 53 (4H, CHS - OCH2HC2O - ) 易于分辨 ,可用峰面积
比值来计算得到胆甾醇在普鲁兰多糖上的取代度
(DS% )。DS/% = (Aδ2. 53 /4 ) / (Aδ4. 60 + Aδ5. 05 ) ×
100%。根据公式最终计算得出 2批样品的取代度
分别约为 5. 37%和 5. 70% ,结果见表 1。
表 1　CHSP样品的粒径及其 CMC
样品 投料比 a 取代度 b 粒径 / nm 分散系数 CMC /mg·mL - 1
CHSP1 1 /10 5. 37 68. 7 ±2. 2 0. 158 ±0. 092 0. 038
CHSP2 1 /5 5. 70 51. 8 ±1. 5 0. 209 ±0. 091 0. 007 6
　　a: (CHS/普鲁兰 )普鲁兰物质的量是通过 62OH物质的量计算获得 ; b:每
100个糖单元所接枝的胆甾醇数
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图 5。透射电镜表明 ,胶束平均粒径在 60 nm左右。











加。此外 ,当溶液中芘的浓度小于 10 - 5 mol·L - 1时 ,
其精细结构单体的激发态荧光依次在 372, 379,




水溶液中的临界聚集浓度 (CMC) [ 11 - 12 ]。由图 6荧光




将 CHSP1 胶束溶液测定的 I372 / I383对 LogC作
图 ,图 7显示出 I372 / I383比值随着 CHSP1 浓度的变化
趋势。在较小的胶束浓度时 , I372 / I383值为 1. 85,与
芘在水中的值基本一致。当浓度达到临界胶束浓度
(CMC)时 ,随着胶束浓度增大 , I372 / I383值呈线性降
低。对曲线两端进行线性拟合 ,其交点对应的浓度






图 7　CHSP1 荧光发射光谱 I372 / I383与
lgC之间的关系
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度达到 6%以上 ,材料表现出强疏水性 ,反而不利于
CHSP材料在水中顺利形成自聚集凝胶纳米粒。
CHSP自聚集纳米粒的 CMC随胆甾醇基取代度增
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